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MisliusIAa DESCRIPIIVA {
para solicitar
PAZTENTE DB IJVENCION f
en §
Bs2a¥a
por VEINTE aiios
a norbre de PARKE, DAVIS & CQAIPANY, entidad norteamerioca-
na, establecida en Joseph Campau at the River, Detroit,
Hichigan, Bstados Unidos de América, por:
# PROCEDIMIFTHTO PARA ™RODUCIR UN 2R.DUCTC DR VACUHA

CONTRA 1A PULIGMIBLITIS » .-
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Bsta invencidn se refiere a2 productos
de vacunas y a un método para la preparacién de los
mismoss, MAs particularmente, la invenocidn se refiere
a productos de vacuna contra la poliomielitis y a uh

método para la preparacién de los mismos.
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La poliomielitis es una cniermeded oca-
sionada por virus que puede ger iatal o puede producir
efectos de invalidez o inutilidad transcendentes. Debi-
do a la naturaleza de la eniermedad, el dYnico modo efi-
caz de atacar ¢l problema esgtd en la profilaxis, esto
es, en idear medios para prevenir la produceién de la
enfermedad. Recientemente; se ha desarrolisdo una veacu~
na contra la noliomielitis muerta o neutralizada compues-
ta de virus de poliomielitis muertos o neutralizados pero ;
antf{genos de los tipos 1, 2 y 3, la cual ha suirido un
ensayo olfnico completo, Bsta vacuna, aun cuando es efi-
caz, deja macho gue degear, Su preparacién es cara, el
método de preparecién impide la normalizacién o el ajus-
te de la potencia, la vacuna produce reacciones y’molea-
tias al administrarla, el poder antigeno de la vacuna dis-
minuye bastante répidamente durante el almacenamiento,
elbce

Es un objeto de la invencién proporcionar
productos para vacuna contra la poliomielitis cue son
més estables durante el almacenamiento gque los productos
de vacuna contra le poliomielitis conoeidos.

Otro objeto de la invencién es pronorcio-
nar nroductos de vacuna contra la poliomielitis que son
capaces de producir una respuesta anti-ocuerpo mucho més
elevada gue los productos para vacuna contra la poliomie-
1itis conocidosg.

0tro objeto més de 1la invencién es propor-
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cioner productos de vacuna contra la poliomielitis gque
pueden ser normalizadcs,

Otro objeto de la invencién es propor-
cionar productos de vacuna contra la poliomielitis que
pueden ser prepvarados en cualquier potencia que se de-
see,

Otro objeto mds de la invenocién es provor-
cionar productos de vacuna contra la poliomielitis de
una potencia comparable a los productos de vacuna con-
tra la poliomielitis conocidos a nmenor coste,

Otro objeto més de la presente invenecién
es pronorgionar productos de vacuna contra la poliomie-
litis yue produecen menos reacciones al ser administra-
dos,

De acuerdo con la invencidn estos y otros
opjetos que aparecerén méds adelante se realizan adsor-
biendo el antfgeno del virus de la poliomielitis de una
vacuna contra la noliomielitis acuosa, »muertas O neu-
tralizada ¢ue contenga por lo menos unaﬂcepa de anti-
genc de la poliomielitis humana sobre fosfato de alu-
minio, separando el fosfato de aluminioc con el antige-
no de la poliocmieclitis adscrbido del 1lfyuido y suspen-
diendo de nuevo el precipitado de antfgeno y fosfato de
aluminio en un medio acuoso, Variando la cantidad de me-
dioc acuoso usado para sussender nuevamente el »recipita-
do de antigeno y fosiato de aluminio se pueden obtener

productos de vacuna contra la poliomielitis de potencig
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y contenido de fosfato de aluminio determinados de an-
temano, Bl contenido de fosfato de aluminio del nroduocto
de vacuna final puede también regularse variando la can-
tidad de fosfato de aluminio empleado nara la adsoreidn
inicial del antfgeno, Bl antf{geno de la poliomielitis
contenido en los sroductos de la invencién es mucho més
estable durante el almmecenamiento que el ant{geno pre-
sente en las vacunas originales a partir de las cuales
se han vnreperado los productos. Adeumds, los vroductos de
la invencién yue contienen suficientes medios de susnen-
sién acuoso para hacer que el voldmen sea iguael a1 de
las vacunas originales a partir de lac cuales se han pre-
paredo los produstos noseen uns potencia antfpena mucho

isineleg e incluso una po-

whs elevada Gue las vacunas

tencia antizena mucho més alta gue los osroductos obte-
nidos por la simple adicidn de fosfato de aluminio a las
vocunas originalesg. ws gorprendente (ue estos productos
particulares de la invencid.i vosean una potencia antfiena
cinco a diez veces . rior a la de las vacunas origina-
les y dos o tres veces superior a la de las vacunas ori-
gineles a las ocuales se ha aiiadido ivsieto de eluminio.
Bstas potencias entipgenas extremadamente
altas de los sroduchos de la invencidn son verdaderauente
sorprendentes y de gran importancia técnica puesto gue
por la préctica de la invencién se pueden producir oinco
a diegz inmunizaciosnes con una cantidad de vacuna iznal e
la que se uga actualmente en la preparecién de una inmu-

nizacién. Ademés, las cinco a diez inmunizaociones produ-
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cidas de esta :wnera noseen la misne potencia ant{gena
Gue lu inmunizacida sroducida por los métodos conoci-
dos, Tales -r-ductous, por ser mucho nds concentrados que

las vacunss smnlcadas la gctualidad caugan menoE Moo=
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lestias al gser inyectados y las dosis inferiores produ-
cen aln una inmunidad comparadle a la obtenida por el
empleo de las vacunss actuslmente =n uso, <uizhs sea

todevia nds zor-rendents lo elevado de las =obencias

antfienss ¢e 1oz urouductes de la invencidn 4ue tisnen

2l mismo voldmen <ue la vacuns orisinel en comvaracifi
Soi Lo potencias antf{genes de las vacunas cripginales
a las cusles «e he aijadido Zosiato dz gluminic, Dichos

mroductos tendrisn normalmente gue teuer la misma po-

i

tericia entfsena que las vacunas orirsinales a las cuales

8¢ o maadidc zomlete de aluminio. Sin embargo, cono se
ha dicho anteriormente, nc sucede asf{ si bien se desco-
noce la rezfn del gran incrementc en la potencia entfsena
producido por la seoaracidn del arecinitade de aatfreno ¥y
~osfato de sluminio de la solucilbn de vacuna originsl ¥y
le nueve sueroensién ¢n un voldmen igual de medio acuo-
90,

Los productos de la invencidn nroducen po-
ca o nin-una reeccidn al inyectarlos, ML contenido total
de nitrépeno protefnico de lus producius es muy s8jo,
genefalmente de alvededor de 4,000% a 0,001 mg;ml. en
los productos gue tienen el miemo voldmen gue la vacuna

original, y le iase acuvsa de los productos de la inven-
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cidn no conticne wréeticamenie aroteinas,

Las vacunas contra la poliomielitis
acuvsas, mucrtas o0 neutralizadas usedas como materia-
les de partida en la vroduccidn de los productos de la
invencidén pueden contener cuslquiera de los varios ti-
pos de virus de p»oliomielitis humane o todos ellos. Las
vacunas wnreferidas gon aguellas gue contlenen UNA meg-
cla de los tipos 1, 8 y 3 de antf{geno de virus de la
poliomielitis, stas vacunas pueden producirse de varios
modos difereontes, Por ejemnlo, se nuede tripsinizer te-
Jido renal de mono macerado wara yuiterle los tejidos
extraiios; dejar que las c¢élulas restentes se muitinli-
guen; incocular el medio con el virus de la poliomielitis;
incubar la mezcla; recoger el lfyuido e inactivar lus vi-
rus vivientes por tratamiento con Zormeldehido, radiacio-
nes ultravioletas u otros medios adecuados. 81 se deseas,
se pueden usar tampién las vacunas sreparadas omitiendo
la oseracién de tripsinizacién, pero, en este caso, el
contenido orotefnico de la vacuna puede gue sea excesiva-
mente alto y debe determinarse aites de su uso, idn la
preparacién de vacunas miXtas, es decir, de vacunas que
contengan més de un tivo de virus de la poliomielitis, es
gostumbre reunir o mezclar los 1lf¢uidos recogidos que
contienen los diversos tipos después de la operacidn de
inastivacién, auncue, si se desea, esto puede hacerse an-
teriormente, Cuando se ugsan vacunas insciivadas con formal

dehido es preferible emplear vacunas & las cuales no se
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haye afiadido nede de bisulfito sddico para reducir el
contenido de formaldehido.

. El fosfato de aluminio, el otro material de
pertide usado en la producecidn de los productos de la
invencidn, se emplea en forma de gei. Se pueden preparar
fécilmente geles de fosfato de eluminio adecuedos afie-
diendo una solucién acuose que contenga una cantidaed
equivalente de un fosfato soluble en el agua, tel como
fosfato sddico trivdsico, @& una solucién acuose que conten-
ga una cantidad conocida de clorurc de aluminio. El gel
resultente se lava conobjeto de quitarle las seles inor-
génicas, el gel se pone de nuevo en suspensién en agua y
el pH se ajusta a aproximedamente 5,5 a 6,5. La suspensidn
del gel se puede esterilizar por tratamiento en esutocla-
ve ¥ luego se determina el contenido de fosfato de alumi-
nio por mililitro secando une pequefla muestra. La suspen-
sidn del gel normelizade se almacena después haste que ha-
yva necesidad de usarla. Justemente antes de su uso se cen~
trifuge una cantided medida de la suspensién del gel para
quitarla el 1fquido y el gel de fosfato de aluminio res-
tante se use‘en la produccidn de los productos de la in-
vencidn.

Para obtener los productos de la invencidén
se pone en suspensidén une centidad conocide de gel de fos-
fato de aluminio en una cantidad medide de une vacuna con-
tra la poliomielitis muerta acuosa que contenga por lo

menos une cepa de antigeno de la poliomielitis humana y
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preferiblemente tres. La suspensién se puede preparer

a cualquief tenperatura inferior a unos 402 C, pero,
preferiblements, se prepara a una temperatura compren-
dide entre 0 y 10® C. la suspensidn resultante se agi-
ta, es decir, se sacude o menea, para asegursr la com-
pleta adsorcidn del ant{geno, esto es la adsorcién del

90 4 o mds del entigeno. A la temperatura ambiente (22

a 252 C.) la adsorcidn del ant{geno es completa al cabo

de une hore eproximadamente, mientras que & temperatu-
ras inferiores la adsorcidn es algo més lente. Comb le
empliacidn del tiempo de aedsorcidnm a'farias'ﬁcras e in-
cluso a varios dfas =& temperaturas bajes (0 a 102 C.) pa-
rece que no tiene efecto perjudicial alguno sobre el poder
antfgeno, es preferible dejar transcurrir suficiente tiem-
po parae logrer la adsorcidn complete del ant{geno. En la
preparacidén de las suspensiones ds antfgeno y fosfato de
eluminio, lé cantidad de fosfato de eluminb no es parti-
cudermente critica. Por supuestoy debe emplearse suficien-
te gel de fosfato de eluminioc pere asegurer la asdsorcidn
completa del ant{geno y por lo que ha sido posible deter-
miner se precisa una centided mfnime de 0,5 mg./ml. de la
suspensién final para este fin. El 1f{mite superior de la
concentracién de fosfato de aluminio puede variarse am-
pliemente. Naturalmente, es preferible no usar una canti-
ded tan grande gque el producto final contenga una canti-
dad excesiva de fosfato de aluminioc. En le préctice se he-

visto que la cantidad éptima de fosfato de aluminio & usar
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para la adsorcién del antfgeno de la vacuna estd compren-
dida entre 0,5 y 25 miligremos por mililitro de suspensidn
de vacuna, siendo le gema preferide de 1 a 10 miligremos
por mililitro.

Una vez que la adsorcién del ent{geno en el
gel de fosfato de aluminio es completa, el precipitado de
antfgeno y fosfato de aluminio se separa de la suspensidn.
Esto se hace preferiblemente por centrifugecidn aun cuando,
desde luego, se pueden usar otros medios, tel como fil-
tracién. El precipitado de antf{geno y fosfeto de aluminio
aisledo se lava preferiblemente antes de usarle en la pre-
paraciJn de los productos finales. El lavado se realiza
poniendo nuevamente en suspensidn el precipitado en un
medio acuoso, preferiblemente en el que se vaya a usar
en el producto final. El voldmen de medio acuoso empdea-
do para el lavado no es crftico pero es costumbre usar
aproximedamente entre la mitad y el doble del voldmen de
la vacuna original. Como medios acuogos para la operacién
de lavado y/o los productos finales se puede usar ague o
ugle solueidn salina fisioldgica, tal como suerc fisiolégico
0 solucidn saline equilibrada de Hank. lLas soluciones ssli-
nes risioldgicas son los medios acuosos preferidos. Después
de un mezclado concienzudo el precipitado de antfgeno Y
fosfato de sluminio se separa del medio acuoso utilizado
para fines de lavado y se pone de nuevo en suspensién en
una cantided predeterminede de medio acuoso para obtsner

el producto de vacuna final deseado. Tanto en la operacién
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de lavado como en la de pueste en suspensién finel,

la temperatura del medlo acuoso debe mantenerse por

‘debajo de unos 302 C. y preferiblemente entre 0 y 102 C.

Le cantidad de medio ecuoso usado en la preparacidn del
producto final depende de la potencia y del contenido

de fosfato de asluminio deseados. Esto, por supuesto,

estd sujeto a variacién dentro de emplios limites. Sin
embargo, el volumen del medio acuoso no debe ser tan
grande que se necsiten més de tres mililitros del pro-
ducto para producir une suficiente formacidn de anti-
cuerpos para proporcionar la inmunizacidn. Dicho de

otro modoy cade tres mililitros de los productos deben
contener por lo menos suficiente antf{geno pare producir
inmunidad, Précticamente, no existe cantidad mf{nima al-
guna de agente de suspénsidn exigiéndose solamenfe que

el material ses lo bastante fluido para poder sser inyec~
tado. En términos generales, lo productos preferidos de

la invencidn son aquellos que contienen entre 0,2 y 8 mg/
ml. de fosfato de aluminio. La determinacidn previa de

la cantidad de agente de suspensidn & usar con el fin de
producir una composicidn gque tengae un contenido dado de
fosfato de aluminio implica solemente un célwulo sencillo.
Por ejemplo, si se usan 4 mg./ml. de fosfato de aluminio
para precipitar el antigeno de la vacune original y se de-
sea un producto final que tenge un contenido de fosfato de

aluminio de 4 mg./ml., se emplea suficiente medio de sus-

pensidén acuoso pare obtener un voldmen finel igual al de
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la vecuna empleada como material de partida. Tal pro-
ducto contiene 4 mg./ml. de fosfato de aluminio y tiene
una potencia antfgena cinco a diez veces mayor que la
vacuna original. Andlogemente, si se desea preparar un
producto finel que contenga 2 mg./ml de fosfato de alu-
minie, entonces se emplea suficiente medio de suSpensién
acuoso pare obtener un voldmen final iguel al doble del
de la vacuna originel, etce

Con el fin de asegurarse de que los pro-
ductos de la invencidn permanecen lnconteminados por
bacterias, mohos y hongos, es preferible safiadir una
sustancie preservative a los productos. Le sustancia
preferida para este fin es el cloruro de bencetonio
que se puede emplear a una concentracidn de 1 a 104000

a l a 50.000. Igualmente pueden usarse otras susten=-
cias preservativas que carezcan de efecto perjudicial
sobre el poder ent{geno de los productos.

Si se desea, los productos de la invencidn
se pueden combinar con otros productos compatibles de
vacunas contra bvacterias y virus. Por ejemplo, se pueden
combinar con productos de vacuna contra tétanos-difteria-
tos ferina obtenidos edsorbiendo los ant{genos antes men-
clonedos sobre fosfato de aluminio, separando sl precipi-
tado de antfgeno y fosfato de sluminio y volviendo a po-
nerlo en suspensidén en un medio acuoso. Estos productos com-
binados son capaces de inmunizar contra le poliomielitis,

el tdétano, la difteria y la tos ferina. En estos productos

- 11 -
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combinados, hay que tensr cuidado de que la sustancia pre-
servative empleada no sea una sustancia que destruya sl
poder ant{geno del entf{geno de la poliomielitis. Como el
cloruro de bencetonio no afecta de modo adverso el antfi-
geno de la poliomielitis, es la sustancia preservativa pre-
ferida para tales productose.

La invencidn se ilustre por los ejemplos si-
guientes:

ETEVPLO 1.-

{a) Preparacidn de la vacuna.

Las células para el cultivo del virus de la
poliomiclitis se preparan por el método de Dulbecco, Journal

of Experimental Medicine, 99, peag. 167 (1954). En pocas pa-

labras, este procedimiento consiste en preparar primeramen-
te una suspensidn de células epiteliales de rifién de mono

védase bDulbecco, Proc. Nat. Acad. Sci., 38, pag. 747 (1952)

por tratamiento de tejido renel macerado de monos Cynomal-
gus o Rhesus sanos con tripsinea con objsto de gquitarle las
materiag extraiias y dejer en libertad las célules indivi-
duales. Istas células se dejan multiplicer sobre unas su-
perficie de vidrio adecuade en uno cuslquiera de los di-
versos medios para sl cultivo de tejidos. La lémina o ca-
pa de células renales cultivadas producide esf se inocu-
la luego con un cultivo de siembra del tipo 1 (cepa Maho=-
ney) de virus de la polionmielitis y la mezcla se incubé a
36-37° G. hasta que la destruccidn de las células sea
complete y hayan quedado en libertad grandes cantidades

de virus nuevos. El lfquido gue contiene el virus se reco-

26 ¥y se pasa & travéds de una bujfa de vidrio fritado ultra

- 12 -
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fine. El filtrado gue contiene el virus de la polionieli-
tis del tipo 1 vivo se somete a ensayo para determinar su
contenido de virus, su esterilidad bacteriana y la pure-
za de lea cepea.

Un filtredo que contiene virus de la& polio-
mielitis del tipo 2 vivo {cepe MEF-1l) se prepara por el
nétodo descrito anteriormente para la preparacién del fil-
trado que contiene virus de lea poliomielitis del tipo 1.
Por el mismo método se prepara iguslmente un filtrado que
contiene virus de la poliomielitis del tipo 3 vivo (cepe
Saukett).

Los virus vivos contenidos en los filtra-
dos separadocs se inactiven por la adicidn de formelde-
hido e incubecidn de las mezclas separadas resultantes de
acuserdo con el procedimiento expuesto detalladamente en
la Eninienda 2 a los Minimum Requirements of Poliomyelitis
Vaccine (requisitos mfnimos de la vacunea contra la po-
liomielitis) publicada el 20 de Mayo de 1954 por el United
States Department of Health, Education end Welfere (Depar-
tamento Estedounidense de Sanldad, Educecidn y Bienester).
No se afiade neda de bisulfito sddico pare neutralizar el
exceso de formaldehido. Se reunen centidades gproximada-
mente lgueles de las vecunas de los tipos 1, 8 ¥y 3 produ-~
cides de esta forma y la vacuna reunida resultante se usa
en la preparacién de los productos de la invencidén. Una
parte alfcuota de la vacuna reunida se conserva en forma

inelterade para usarla como nuestra de comprobacidn,
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(b)_Preparacidn de la sus“ension de fosfeto

de aluminio.

Se e@iiaden 1.485 ml. de una solucidn al 10%
de cloruroc de aluminio (hexahidrato), de clase pars ené-
lisis, en agua destilada a 7.500 ml. de agua destiladas a
372 C. DesPués de mezclar bien, se agregan lentamente
1.485 ml. de una solucidn al 15,75 % de fosfato sédico
tribdsico, de clase para andlisis, en agua destilada &
la solucidn de cloruroc de aluminio agitando constantemsn-
te. La mezcla se diluye hasta 12.850 ml. con agua desti-
lada a 372 C, la mezcla se agitas durante cinco minutos y
el pH se ajusta a 6,4-6,6 con solucidn de hidrdxido sddico
10 N. Se deje reposar la suppensidn a la temperatura am-
biente [20-252 C.) de cinco a siete dfas. Pasado este tiem-
poy el precipitado sedimentado tliene un volumen de unos
6.250 ml. El 1fquido que sobrenads se decanta y se tira,
L§ suspensidn restante se esteriliza por tratemiento en
autoclave durante dos hores & 1212 C. a 1,05 - 1,85 Kg/cma
de presidn de vepor y luego se deje enfriar. El pE de la
suspensidn esterilizada es aproximedamente de 5,5 a 5,7,
Se separa una pequelia muestra de la suspensidn de voldmen
conocido y se la evapora hasta sequeded, se pesa el resi-

duo y se calcula la concentracidn de fosfato de aluminio

- parmililitro. En la preparacidén particular descrita el

contenido de fosfato de eluminio de ceda mililitro de la

suspensidn era de 12 milipgramos.

- 14 -
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(¢) _Preparacidn del producto de vacuna.

Cienfiililitros de la suspensién de fosfato
de aluminio preparade en (b) se centrifugen durente diez
a quince minutos & 1.500 r.p.m. El1 1f{quido que sobrenade
se tira. El gel de fosfato de aluminio residual se vuelve
a poner en suspensién en una cantided suficiente de una
vacuna contre la poliomielitis mixta preperade segin se
ha descrito en (g) pera obtener una suspensidn que tenga
un voldmen de 300 ml. Lea suppensidn se agita a unos 20% G.
durente 30 a 60 minutos con objeto de lograr la adsorcidn
completa del entf{geno. Este producto contiene 4 mg. /ml.
de fosfato de asluminio. De esta suspensidn se conservan
200 ml, para usarlos como muestira de comprobacidn.

los 100 ml. restantes de la suspensidn de
vecuna y fosfato de aluminio se centrifugen durante dlez
minutos & 1.500 r.p.m. El 1fquido que sobrensada se.sepa-
ra por decantacidn y se sustituye por un voldmen igual
de solucidn saline equilibrade de Hank (Proc. Soc. EXp.
Biol. mMed. 71, pag. 328 (19498) . La mezcle se agite
hasta obtener una suspensién uniforms y luego la suspen-
sién se centrifuge durante diez minutos a 1.500 r.pm.

El 1fquido que sobrenada se separa por decantacidn y se
afiade un volimen iguel de solucidn saline equilibreda de
Hank fresca al gel residual. Le mezcla se agita hasta que
se obtenge una suspensidn unirforme. El producto obtenido

de esta manera contiens 4 mg./ml. de fosfato de sluminio

sobre el cual han sido adsorbidos tipos 1, 2 y 3 de ant{-

- 15 =
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geno de virus de la poliomielitis. La fase 1fquida de esta
suspensi&n no contiens préctieamente proteinas. Este pro=
ducto es apropiado para su uso como agente inmunizador.
Con el fin de comparar la estabilided y la
potencia del producto de la invencidn con les de la vacu-
na centra la poliomielitis mixta original y tembién con la
vacuna originel a la cual se hubieron incorporado 4 mg.fml.
de fosfate de aluminio, las tres muestras se calentaron a
37% C. durante cinco dfas. Esto equivale a unos cinco me-
ses de almacenemiento a una temperatura de 4° C. Al final
del periodo de calentamiento se determind la potencia de
cada una de las muestras por el método de neutralizacidn

del suero descrito por Salk, Younger y Ward Americen Jour-

nal of Hygiene, 60, pag. 214 (1954) y los resultedos se

expresaron en términos de los tftulos o concentraciones me-
dios geométricos. La Tebla 1 resume los datos de potencia
de las tres preparaciones ensayadas.

En esencie, el método de ensayo consiste en
inocular monos Rhesus con tres dosis de 1l cc. de la vacuna
a ensayer 8 intervelos semanales, sangrar los enimales una
semana despuéds de terminado el periodo de tratamiente, pre-
parer un suero con la sangre recogida y deteruinar el ndme~
ro de enticuerpos presentes en el suero. Esta determinacidn
se hace diluyendo en serie o sucesivemente el suero con
suero selino y mezclando las partes alfcuotas dilufdas asf
obtenidas con una solucidn normalizada que contepnga un nd-

mero conocido de unidades infecciosas del tipo dado de vi-
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rus de la poliomielitis. Por sjemplo, al analizer la
potencia del tipo 1, se usa una solucidn normelizade que
contiene un nimero conocido de unidades infecciosas de
virus de la poliomielitis del tipo l; para los andlisis

de la potencia de los tipos 2 4 3, se usa una solucién nor-
ma-lizada de virus infeccioso del tipo 2 o del tipo 3. Il
punto finsl de la veloracidn es la dilucidn a la cual el
suero contiene suficiente nimero de anticuerpos pare neu-
tralizar exectamente el nidmero conocido de unidades infec-
closas del virus contenidaes en la solucidn normslizeda, es
decir, pare combinarse con dichas unidades y hacerlas no
infecciosas. En el andlisis de la potencia para cade tipo
de virus de la poliomislitis se utilizen varios monos.

Los résultados obtenidos as? se disponen en
une forma que permite una comparacidnu y uné veluscidén es-
tadf{stice convenientes tomando el logaritmo de bese 2 de la
dilucidn en el punto finel pars el suero para cada mono,
promediando estas cifraes y tomando luego el analogaritmo
del promedio as{ obtenido. Este analogaritmo recibe el nom-
bre de tftulo medio geométrico de las vacunas y, por su-
puesto, es difersnte para cada tipo de virus presente en
le vacuna. Gomo el tftulo medio geométrico depende de la
potencia de la solucidn normelizede del virus de la polio-
mielitis infeccioso utilizado en el ensayo es necesario
especificar el ndmero de unidades infecciosas de virus de
le poliomielitis presentes en la solucidn normalizade para

indicar la significacidn apropiasda del t{tulo medio geomé-
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trico. E1 método de cdlculo del tftulo medio zeométrico

se expone detalladamente en la snmienda nimero 2 & los

Minimum Requirements of Poliomyelitis Vaccine (Requisitos

minimos de la vacuna contra la poliomielitis) & que hemos

aludido anteriormente.

Musstre ensa
yvada (1)

Tabla 1

Tipo del Ndimero de mo
nos ?m leados
3

virus

Num. de unidades

infe ccicsas de vi-

rus neu(tr)alizad as
2

7ftulo me-
dio geomé-
trico.

Vacuna mizte
orizinal

Vacuna @ixta ori-
ginel mds 4 mg./
ml. de fosfato de
alunminio

Ant{geno adsorbi-
do sobre fosfateo

de aluminio y pues-

to enkuspensidén en
solucidn de Hank
(ALPO, conc., 4
mg./mi.)

GlroH

(R

[a N Na

[o s R o)

[e2 o2 o3 ]

32
45
320

32

[

320

32
45
320

128
256

660
540
64

1380
1740

R
~

(1) Todas las muestras se¢ calentaron a 37¢ C. durante cinco

dfas y se almacenaron a 4% C, durante la inoculacidn. los

monos fueron sangrados una semena despuds de la dltime ino-

i8 -
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(28) Potencias de la solucidn normelizada empleada en los

culacidn.

ensayos.
(3) Los tftulos de pre-vacunacidn de todos los monos uti-

lizaedos era menor de 1:4, es decir, que la sangre de los
monos no contenfa anticuerpos de la poliomielitis pre-exis-
tantes,

Segin se desprende de la teble anterior, el
producto de le invencidn produjo eproximadesmente diez ve-
ces mds rospuesta anticuerpo con respecto al virus de la
policmielitis del tipo 1 que la vecuna & partir de la cual
fud preparadd y dos veces le respuesta anticuerpo produci-
da por le vacuna original que contenfa fosfato de alumi-
nio. Con respscto al virus de la poliomielitis del tipo 2,
el producto de la invencidn produjo eproximadamente siete
veces mds respuesta anticuerpo que la producida por la
vacuna & partir de la cual fué preperado y mds de tres
veces la respuesta anticuerpo producida por la vacunas ori-
sinal que contenfas fosfato de aluminio. Con respecto al
virus de la poliomielitis del tipo 3, el producto de la
invencidn prodgo una respuesta anticuerpo por lo menos
sels veces mayor que la producida por la vacuna original
a partir de la cual fué preparado. En realidad, la res-
puesta anticuerpo de la vacuna originael era tan baja con
respecto a8l virus de la poliomielitis del tipo 3, que, es-
tad{sticamente hablendo, esta respucste era insignificante.

La respuesta anticuerpo del virus de la poliomielitis del

- 19 -
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tipo 3 para =l producto de la invencidn y pera la vacuna
or;ginal con fosfato de aluminio eran, estad{sticamente
hebhlendo, aproximsdemente iguales. De los resultados sn~
teriores - se deduce que la potencia del producto de la in-
vencidn es muy superior, no solo a la de la vacuna originsd
de la cual se prepard, sino también a le de la vacune ori-
ginael & la cual se afladid fosfato de aluminio.

Ls estabilidad del producto de la invencidn

se demuestre por los resultados expuestos en la Tebla 2
Table 2

Muestra ensayade Tipo del Num. de m- Num. deunthdies in- T{tulo me-
virus n8s emples ocioses & virusneu- dio geomé-

dos (1 tralizados (2) trico
Vacuna mixta ori-
ginal no calentads 1 6 32 810
‘ 2 8 45 l686
3 6 320 51
Vacuna mixta origi-
nal calentada & 37°
C. durante cinco
dies 1 6 32 128
2 6 45 256
3 8 320 8
Ant{geno edsorbido so-
bre fosfato de alumi-
nio y puesto en suspen
gifn en solucidn de
mg, /ml. ) calentade @
« duraente cinco
gg&s. 1 8 38 1320
2 6 45 1740
3 6 380 S1
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{1) Los tftulos de pre-vacunacidn de todos los monos wtili-
zados era menor de l:4, es decir, que la sangre de los mo-
nos no contenfa enti-cuerpos de la poliomielitis pre-exis-

tentes.

(8) Potencia de la solucidén normelizade empleada en los en-
sayos.

Examinando la table anterior se observard
que la vacuna mixte origineal a partir de la cual se prepard
el producto de la invencidn perdidé aproximademente 85 % de
su potencle con respecto & los tipos 1 ¥y 3 de ant{genos del
virus de la poliomielitis durante el periodo de incubacidn,
lo que fud eproximadamente equivalente a un almacensmiento
durante cinco meses & 4% C. Por otra parte, el producto de
la invencidn el final del periodo de incubacidn posefa de
sels a diez veces las potencia de la muestra de vacuna origl-
nal incubada y 1,6 a 10 veces la potencia de la vacuns ori-
ginal no calentada. As{, pues, el producto de la invencidn,
luego de incubado, no solaménte‘era muy superior a la vacu-
ne origingl incubada & partir de la cual fud preparadoy si-
no que tembidn era muy superior en potencia & le vacuna ori-
ginal que no habie sido sometida & ningin tratemiento de en-
vejecimiento acelereado.

Si se desea, el producto de la invencidn an-
tes preparado se puede diluir con un voldmen iguel de solu-
cidn de Hank fria para obtener un producto de vacuna que
tenge la mitad de la potencia del producto original y con-

tenga 2 mg./ml. de fosfato de aluminioc. anélogemente, por

- 21 =



10

RS

20

&5

226832

la adicidn de tres voldmenes de solucidn de Hank fria al
producto de la invencidén se obtisne un producto de vacuna
que tiene una cuarta parte de la potencia del producto no
diluido y 1 mg./ml. de fosfato de aluminio. Por lo tantoy
por diluciones apropiedas del producto de la invencidn se
pueden produecir producfos de vacuna de potencia determinada
de antemano.

Anélogeamente, si se desean productos que ten-
gsn una potencia superiof a la del producto antes descrito,
se pueden producir simplemente reduciendo el voldmen de so=-
lucidn de Hank fria empleado en la preparacién de la suspen-
sién final del precipitado de antf{geno y fosfato de alumi-
nio, Por ejemplo, si se deses un producto que tenge una
potencia doble y que contenga 8 mg./ml. de fosfato de alu-
minio, basta usar simplemente, en la preparacidn de le sus-
pensidn final del precipitedo de antfgeno y fosfato de alu-
minio, la cantidad de solucién de Hank justamente necesaria
para que el volumen sea de 50 ml. en Jugar de de 100 ml.
Ljemplo 2.-

Se preparan groximedemente 2.700 ml. de une
vacune contra la poliomielitlis que contenfa antfgeno de los
tipos 1, 2 vy 3 cen le forma descrite en el ejemplo 1 (a). Se
prepara una parte alfcuota de 100 ml. de la vacuns y se afia-
den 0,25 ml. de una solucidn al 1 % de cloruro de bencetonio
lsntemente y con agitacidn eficaz a la vacuna fria. El pro-
ducto resultante que contiene cloruro de bencetonio en una

concentracidn de 1:40.000 se conserve pars usarle como mues-
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Se centrifugan durente diez a quince minu-

tre de comprobacidn.

tos & 1.500 r.p.m. 800 ml., de suspensidn de fosfato de alu-
minio {12 mg./ml.) preparada en el Ejemplo 1 (b). El 3{qui-
do sobrenada se separa por decantacidn y se tira. Se efiade
suficiente vacuna fria contra la poliomielitis con egitacidn
al gel de fosfato de aluminio residual para hacer que el
voldmen sea de 2.600 ml. Le suspensidn resultente se agita
durante sesenta horas a 42 C. con el fin de lograr la ad-
sorcidn complete del antigeno. Una parte alfcuote de 100 ml.
de la suspensidn as{ obtenida se retira y se afieaden lenta=-
mente con agitacidn a la suspensidn de vacuna fria 0,25 ml,
de une solucidn de cloruro de bencetonio el 1 %. El produc-
to resultante que contiene 4 mg./ml. de fosfato de aluminio
y eloruro de bencetonio en una concentracidn de 1:40,000 se
conserva para uso comc muestra de comprobacidn.

Los restentes 2.500 ml. de suspensidn de
vacuna y fosfato de aluminio se dividen en dos porciones
iguales. Una porcidén de 1.250 ml. se centrifuga durante
diez minutos a 1.500 r.p.m. y el 1fquido gque sobrenadas se
saca y se tira. El residuo se vuelve a poner en suspensidn
en suficiente solucidn seline fria equilibrade de Hank pe-
ra hacer que el voldmen sea de 1.850 ml. Después de mezclar
bien la suspensidn se centrifuga durente diez minutos a
1.500 r.pe.m. y el l{quido que sobrenada se saca y se tira.
?l residuo se pone en suspensidén de nuevo en suficiente so-

lucidn saline fria equilibreda de Hank para hacer que el
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voldmen sea de slrededor de 1.000 ml. y lusgo se afiaden

lentamente con agitecidn eficaz 3,12 ml. de una solucidn

al 1 % de cloruro de bencetonio. lLe suspensidn resultan-

te se diluye hasta un volumen de 1.250 ml. con solucidn
g¢aline fria equilibrade de Hank pera obtener el producto
para vacuna deseado. Este producto contiene 4 mg./ml. de
fosfato de aluminio y cloruro de bencetonic en una concen-
tracidn de 1:40.000. La fase acuosa del producto estd préc-
ticamente exenta de proteinas. El producto es mucho mds
estable y posee una potencia mucho més elevada que la vacu-
na & partir de la cual se prepard. Es adecuado pare usarlo
en la inoculacidn de seres humanos contra la poliomielitis,
Ios 1.250 ml. restantes de la suspensiédn de vacuna y fosfa-
to de aluminio se centrifugan durante diez minutos a 1.500
TePeite 7 81 liquido que sobrenada se extrae y sehkira. El
residuo se vuelve a poner en suspensidn en suficiente so-
lucidn saelina fisioldgice temponede fria pare hacer que el
voldmen see de 1.250 ml. Después de mezclar bien la suspen-
sidn se centrifuge dursnte diez minuitos a 1.500 repeme. y

el 1fquido que sobrenads se saca y se tira. El residuo se
suspende de nuevo en suficiente solucidn salina fisiold-
gica tamponeda fria (tempon de fosfato, pH 7,2) para hacer
que el voldmen sea de alrededor de 1.00C ml. y luego se afia=
den lentamente ¥ con a@itaci6n eficaz 3,12 ml. de une solu-
cidn al 1 % de e¢lorurc de bencetonio. La suspensién resul-
tante se diluye hasta un voldmen de 1.250 ml. con solucidn

saline fisioldrica amortigueda fria para obtener el producto
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de vacuna deseado. ilste producto contiene 4 mg./ml. de
Tosfato de aluminio y cloruro de bencetonio en una concen-
tracidn de 1:40.000. La fase acuose del productc estd préc-
ticamente exenta de proteinas. #l producto es mucho més
estsble y poses una potoncia mucho mds &l ta que la vacuna
a partir de la cual fud preparedo. is adecuado para uso en

la inoculacidn de seres humanos contra la poliomielitis.

Ejemplo 3.-
Se preperan como se ha descrito en el Ejem-

plo 1 (a) aeproximadamente 900 & 1.000 ml. de unavacuna con-
tra la poliomielitis que contenge entf{geno de los tipos 1,
2 y 3. Se sespara una parte alfcuota de 100 ml. de la vacuna
v se afiade lentaments con agitacién a la vecung fris 1 ml.
de una solucidn de cloruro de bencetonio sl 1%.El producto
resultants que contiene clorurc de bencetonio en una con-
centracidn de 1:10.000 se conserva pera uso como muestra de
comprobacidn. Otra muestre de 100 ml. sec saca v se trata
de una maners semejente con 0,5 mle. de una solucidn al 1%
de cloruro de bencetonio. IEsta segunda muestra de compro-
bacidn contiene clorurc de bencetonio en una concentracidn
de 1:20.000. Se prepare una tercera muestra de comprobacidn
partiendo de una tercera parte alfcuota de 100 ml. de la
vacuna afiadiendo 0,25 ml. de una solucidn de cloruro de
bencetonio al 1 %. Estgfmuestra de comprobacién contiene clo-
ruro de bencetonio en una concentracidn de 1: 40.000.
Doscientos mililitros de la suspensidn de
fosfato de aluminio (12 mg./ml.) preparada en el Eiemplo 1(b)
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se centrifugan durante diez a quince minutos @& 1.800 r.p.me
El 1fquido que sobrenada se sace y se tira. Se aiiade sufi-
ciente vacuna fria contra las poliomielitis, egitando, al
residuo, para hacer que el voldmen sea de 600 ml. La sus-
pensién resultaente se aspite durante sesenta horas & 42 C.
para lograr la adsorcidn completa del antfzeno. Se prepara
una muestra de 100 ml. de la suspensidn y se ailade lenta-
mente con agitacidn 1 ml. de una solucidn de cloruro de
bencetonio 81l 1% a la muestra vacuna fria. El producto re-
sultante que contlene cloruro de bencetonio en una concen-
tracidn de 1:10.000 y 4 mg./ml. de fosfato de aluminio se
conserva pares usarla como muestra de comprobacidn. Se pre-
peran dos muestras més de comprobacidn partiendo de partes
alfcuotas de 100 ml. de la suspensidn de vacunshiediante la
edicidn de 0,5 y 0,85 ml., respectivamente, de solucidn de
cloruro de bencetonio. Estasfos muestras de comprobacidn
adicionales contiene cada une 4 mg./ml. de fosfato de alu-
minioc y una contiene cloruro de bencetonio en una concen-
tracidn de 1:20.000, en tento gue la otra contiene esta
dltima sustencie en une concentracidn de 1: 40.000.

los restantes 300 ml. de la suspensidn
de vacuna y fosfato de aluminio se centrifugean durante diez
minutos a 1.500 r.pem. El liquido que sobrensda se sepsara
lo wés completemente posible y se tira. Se aiiade suero sa-
lino fisioldgico frio tamponado con fosfeto al tiempo que
se agita al residuo hasta que el voldimen de la suspensién

llegue & 300 ml. Después de mezclar a fondo la suspensidn

- 26 =



10

15

20

25

Y e e
o ‘5;3} ";*ﬁ 7

se centrifuga durante 10 minutos a 1.500 r.p.m., retirdndose
v desechdndose el 1lfquido que sobrenada. Se aflade solucidn
saline fisioldgica rria temponadea con fosfato, con agitacidn,
al residuo, haste que el voldmen de la suspensién alcanza
300 ml. Le suspensidn se divide en tres partes alfcuotas de
100 ml. Se eliade lentamente con agitacidn 1 ml. de solucidn
de cloruro de bencetonio al 1% a una de las porciones de
100 ml, frias de la suspensidn de vacuna pare producir un
producto de vecuna que contegna 4 mg./ml. de fosfato de alu-
minio y cloruro de bencetonio a una concentracidn de 1:10.000.
De masners anédloga, las otras dos porciones de 100 ml. de la
suspensidn de vacuna se traten con 0,5 ml. y 0,25 ml., respec-
tivemente, de una solucidn de cloruro de bencetonio el 1 %.
Los dos productos de vacuna producidos de esta menera contie-
ne caede uno 4 mg./ml. de fosfato de aluminio, pero uno contie-
ne cloruro de bencetonio en una concentracidn de 1:20.000
mientras ques el otro contliene esta sustancia en una concentra-
cidn de 1:40.000. Los tres productos de vacuna producidos co-
mo se ha descrito anteriormente son mds estables Yy poseen una
potencia mucho mayor que le vacuna a partir de la cual fueron
preparados o que las muestras de comprobacidn de la vacuna
gue contienen una cantided correspondiente de cloruro de ben-
cetonio.

Esta solicitud que corresponde a la presenta-
de en Los Estados Unidos de América el 2 ds Mayo de 1955, be-
jo el num.505.548, se acoge a los beneficios del artfculo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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Los puntos de inveﬁcién propie y nueva que
se presentan pare que sean objeto de esta solicitud de Pg-
tente de Invencién en Espafia por VEINTE efios, son los si-
guientes:

12,- Procedimiento para producir un pro-
ducto de vacuna contra la poliomielitis que consiste en ad-
sorber el antigeno del virus de la poliomielitis de una va-
cunea contra la poliomielitis acuose muerta o neutrelizads,
que contenge por lo menocs una cepa de ant{geno de le polio-
miditis humena, sobre fosfato de aluminio, separar desde el
1fquido el fosfato de aluminio con el ant{geno de la polio-
mielitis adsorbido y volver a poner en suspensidn el preci-
pitedo de entfgeno ymsfato de aluminio en un medio acuoso.

29,- Procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicecidn 1 en el cual la vacuna contra la poliomielitis
acuose muerta o neutralizada empleade como matsrisl de par-
tide contiene antfgeno ds la poliomielitis de los tipos 1,
2y 3.

3%,~ Procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones anteriores en el cual se aiiade suficiente gel

de fosfato de asluminio a le vacunea contra la poliomielitis
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acuoss muerte o neutralizada para producir una suspensién
que contenge 0,5 a 25 mg./ml. de fosfato de eluminio, la&
mezcla se agita hasta que la adsorcidn del ent{geno sobre
el fosfato de aluminio sea completa, el precipitado de
ant{geno y fosfato de aluminio se separa de la solucidn
y el precipitado de antf{geno y fosfato de aluminio se po=-
ne nuevameﬁte en suspensién en un medio acuoso.

49;- Procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones anteriores en el cual la adsorcién inicial
se realiza & una temperatura inferior a 40% C. y la re-
suspensién del precipitado de ant{geno y fosfato de alu-
minio se resliza & una temperatura inferior a 30% C.

52,- Procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones 3 y 4 en el cual el precipitado de antfgeno
y fosfato de sluminlo re-suspendido se separae del medio
acuoso y se pone una vez més en suspensidn en un medio
acuoso.

62,~ Procedimientec de acuerdo con cualgquie=-
ra de las reivindicaciones anteriores en el cual el medio
acuoso empleado para la resuspensidn del precipitado de
antfgeno Yy fosfato de aluminio es agua o una solucién sa=-
line fisioldgica.

72 . Procedimiento de acuerdo con cualgquie-
ra de las reivindicaciones anteriores en el cual el pre~
cipitado de antf{geno y fosfato de sluminio se re-suspende
finalmente en sufieciente medio acuoso para producir un pro-

ducto de vacune contra l= poliomielitis que contenga entre

- 29 -



If,

10

226832

0,2 y 8 mg./ml. de fosfato de asluminio.

8%,~ Procediiziento de acuerdo con cual-
quiera de las reivindicaciones anteriores en el cual se
afiade suficiente cloruro de hencetonio al producto finsal
para producir un producto de vacuna contre la poliomielitis
que contenga cloruroc de bencetonio en una concentracidén
comprendida entre 1 a 10.000 y 1 & 50,000,

9¢,~- Procedimiento para producir un produc-
to de vacuna contra la poliomielitis.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, y con los fines que se han especificadeo.

Este Memoria conste de treinta hojas escri-

tas e mfquine por una sola cara,

mearta, <0 FEB 9561
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